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Abrrevii atturras  
   
g  Taxa Específica de Crescimento  
 
BHI 
 
Meio de cultura Brain Heart Infusion  
BSA  Albumina de Soro Bovino (Bovine Serum 
Albumin)  
 
CTC  Solução de sulfato de cobre pentahidratado 
0,1% (v/v), tartarato de potássio 0,2% (v/v) e 
carbonato de sódio 10% (v/v)  
 
GBD  Proteínas de ligação aos glucanos (Glucan 
binding proteins) 
 
GTF  Glucosiltransferase  
 
DNA  Ácido desoxirribonucleico 
 
OD  Densidade óptica 
 
PAGE  Electroforese de gel de poliacrilamida  
(Polyacrylamide gel electrophoresis)  
 
PB 
 
Tampão fostato  (Phosphate Buffer)  
 
PMSF  Fluoreto de fenil‐metil‐sulfonilo 
(Phenylmethylsulphonyl fluoride)  
 
PTS  Fosfotransferase 
 
PSA  Persulfato de Amónio  
 
S.  Streptococcus  
 
spp  Espécie  
 
SDS  Dodecilsulfato de Sódio (Sodium Dodecil 
Sulphate)  
 
Td  Tempo de Duplicação 
  
Resumo     e  Objj ectt ii vos     
   
A cárie dentária é uma doença infecto contagiosa e multifactorial que resulta  
essencialmente da interacção de  três factores: presença de placa bacteriana, 
susceptibilidade do hospedeiro e dieta, que em conjunto promovem a 
desmineralização dos tecidos dentários. Apesar da complexidade e diversidade da 
flora oral os Streptococcus mutans são os principais patogénios envolvidos no 
desenvolvimento desta condição nos seres humanos. Desta forma e no sentido da 
sua prevenção, salienta‐se a importância do controlo dos factores de virulênica 
destes microrganismos , nomeadamente do enzima glucosiltransferase, capacidade 
de formação de biofilmes e a capacidade acidogénica. 
 O objectivo proposto para este trabalho era extrair  e purificar a GTF a partir 
de culturas puras de Streptococcus mutans crescidas em salivas artificiais 
suplementadas com sacarose, avaliando a sua actividade e procurarando estabelecer 
uma correlação com ensaios de biocorrosão de materiais dentários, já em curso no 
nosso grupo de investigação. 
 Durante a realização do projecto e tendo em conta os trabalhos já em curso 
por outros alunos tivemos dificuldade na obtenção de extractos de 
glucosiltransferase em salivas artificiais, em particular quando estas eram 
suplementadas com sacarose pelo que o projecto realizado no âmbito desta bolsa foi 
modificado no que diz respeito apenas à fonte de carbono utilizada: utilizou‐se 
glucose em vez de sacarose. 
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1..Reviisão  Biibll iiográfiica  
1.. 1II ntt rrodução  Teórr ii ca  
 
As bactérias são microrganismos unicelulares (procariotas) que têm suscitado 
interesse desde a sua descoberta por Antonie van Leeuwenhoek. 
O  género  Streptococcus  (Fig.1)  caracteriza‐se  por  uma  variada  colecção  de 
cocos gram‐positivos que se encontram 
arranjados  sob  a  forma  de  pares  ou 
cadeias.  
São capsulados, não esporulados 
e  imóveis,  fermentam  hidratos  de 
carbono  resultando  na  produção  de 
ácido  láctico  e  ao  contrário  da  espécie 
Staphylococcus,  o  Streptococcus  são 
catalase‐negativos1. 
Apresentam‐se  como  um  grupo 
bastante  diversificado  podendo  uns  ser 
comensais  e  outros  patogénicos  e 
invasores.  Possuem  também  grande 
variabilidade  na  patogenicidade  e  na 
susceptibilidade a antimicrobianos. 
A maioria das espécies são anaeróbias facultativas e algumas crescem apenas 
em  ambientes  ricos  em  dióxido  de  carbono  (crescimento  capnofílico).  Requerem 
uma  nutrição  complexa,  necessitando  da  utilização  de  meios  enriquecidos  com 
sangue ou soro para o seu isolamento. 
Numerosos  Streptococcus  são  reconhecidos  como  importantes  agentes 
patogénicos humanos. Infelizmente, a diferenciação das espécies dentro do género é 
complicada, sendo utilizados três diferentes esquemas de classificação: 
                                                        
1  O  teste  da  catalase  é  utilizado  para  detectar  a  presença  da  enzima  catalase  pela  decomposição  de 
peróxido  de  hidrogénio  em  oxigénio  e  água,  que  ocorre  na maioria  das  bactérias  aeróbias  e  anaeróbias 
facultativas que contêm citocromo. As espécies de Streptococcus e de Enterococcus são excepções. 
 
Fig.1 ‐ S.mutans  1 
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(1) Propriedades  serológicas:  Classificação  de  Lancefield  (agrupando  em 
grupos de A H, K a M e O a V) 
Lancefield desenvolveu a classificação serológica em 1933, para diferenciar as 
estirpes  ‐  hemolíticas.  A maioria  das  estirpes  ‐hemolíticas  e  algumas ‐
hemolíticas e não hemolíticas possuem  grupos de  antigénios específicos,  a 
maioria dos quais são hidratos de carbono da parede celular. 
 
(2) Propriedades hemolíticas:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 ‐ Propriedades hemolíticas bacterianas, adaptado de 2 
 
 
(3) Propriedades  bioquímicas  (fisiológicas)  ‐  Elaboram‐se  testes  para 
estabelecer  a  presença  de  enzimas,  a  sensibilidade/resistência  a  agentes 
químicos e reacções de fermentação de açúcares. 
 
  Grande parte dos ‐hemolíticos e não hemolíticos não possuem grupos 
específicos de antigénios nas suas paredes celulares. Estes organismos devem ser 
identificados por testes bioquímicos.  
Alguns dos seus mecanismos de patogenicidade são: 
 Cápsula bacteriana; 
  Parede  celular,  constituída  por  proteínas,  hidratos  de  carbono  e  grandes 
quantidades de peptidoglicano; 
Hemólise  
completa  (b) 
Hemólise  
incompleta (a) 
Ausência de  
hemólise (g) 
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  Ácidos lipoteicóicos que desempenham um papel importante na adesão; 
  Proteína  M,  muito  antigénica  e  faz  despertar  uma  reacção  imunológica. 
Existem  alguns  Streptococcus  que  são  destituídos  desta  proteína  e  deixam  de  ter 
potencial  de  patogenicidade.  Por  vezes  potencia  o  desencadeamento  de  doenças 
não só infecciosas mas também imunológicas e  auto‐imunes. 
 
As  bactérias  orais  (Streptoccocus,  Actinomycetes,  Pseudomonas,  Treponemas, 
etc.) actuam de diferentes  formas consoante se encontram  isoladas ou agrupadas. 
Um dos sistemas de organização bacteriana consiste na  formação de Biofilmes. Os 
biofilmes surgem como comunidades extremamente organizadas que se agregam a 
superfícies naturais ou artificiais na presença de nutrientes e água. 
Formam‐se  continuamente  na  cavidade  oral  Biofilmes  na  superfície  dentária 
(conhecidos geralmente como placa bacteriana), resultantes da agregação e adesão 
de bactérias. Quando as bactérias  vivem em “sociedade” pode verificar‐se um efeito 
sinérgico dos seus mecanismos de patogenicidade, entre eles, a produção de ácidos 
que quando em contacto com estrutura dentária provocam a sua desmineralização, 
podendo levar ao aparecimento da Cárie dentária. 
 
 
 12
1.2 Biofilmes 
Biofilmes  são  agregados  bacterianos,  que  surgem  como  comunidades 
intimamente  associadas,  que  aderem  a  variadas  superfícies  naturais  ou  artificiais, 
normalmente  em  meio  aquoso  e  que  contêm  uma  concentração  de  nutrientes 
suficiente  para  suprir  as  necessidades  metabólicas  da  microbiota  .  [Rozen  et  al, 
2001]. 
Tal como muitos outros biofilmes, os biofilmes dentários  são  formados por 
microcolónias  nas  quais  estão  presentes  diferentes  espécies  e  vários  morfotipos. 
Apresentam canais de água entre as múltiplas colónias com fluxos definidos. O “Bulk 
fluid”  atravessa  o  biofilme  fornecendo  nutrientes  e  removendo  produtos  de 
excreção  e  transportando  células  para  os  novos  locais  a  colonizar.  Os  biofilmes 
dentários caracterizem‐se por uma heterogenicidade fisiológica e fenotípica, ou seja 
podem  existir  microcolónioas  de  bactérias  aeróbias  a  viver  em  condições  de 
anaerobiose.  Salientam‐se  ainda  os  sinais  no  biofilme  que  se  traduzem  pela  
capacidade  das  bactérias  de  trocar  material  genético  entre  si,  alterando  os 
mecanismo  de  regulação  genética  o  que  lhe  confere  capacidade  de  adaptação  a 
condições adversas (ex: resistência a antibióticos). 
O  biofilme  optimiza  o  potencial  de  sobrevivência  dos  microrganismos  por 
lhes  conferir  protecção  contra  condições  ambientais  e  nutricionais  adversas.  A 
principal  vantagem  é  a  protecção  que  o  biofilme  proporciona  para  a  espécie 
colonizadora contra microrganismos competitivos , de factores ambientais como os 
mecanismos  de  defesa    do  hospedeiro  e  de  substâncias  potencialmente  tóxica, 
facilitando  simultaneamente  o  processamento  de  nutrientes,  a  sua  absorção  e 
alimentação cruzada Socransky & Lindhe ,2005. 
No  biofilme  oral  há  uma  predominância  da  espécie  Streptococcus  e 
principalmente  S. mutans e outros microrganismos produtores de ácidos  como os 
Lactobacillus os mesmo leveduras. O S. mutans produz ácido láctico em presença de 
glucose,  o  que  leva  a  uma  diminuição  dos  valores  de  pH  e  se  traduz  por 
desmineralização da superfície dentária. [Hamada & Slade, 1980]. 
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Fig.3  Representação  esquemática  de  um  biofilme  oral.  Retirado  de 
Kolenbrander & London, 1993 
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1.2.1Formação e estrutura da placa bacteriana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4 – O processo de formação de um biofilme, retirado de Nature reviews 
Microbiology 
 
 
A formação  dos biofilmes orais ocorre de forma sequencial e simultânea: 
1) Decorridos minutos/horas após a escovagem dentária vai ocorrer a 
formação da película adquirida (Fig.5)que apresenta entre 200 a 
1000 nm de espessura e é formada por produtos salivares, 
produtos bacterianos e restos celulares de bactérias. A película 
adquirida condiciona uma alteração da energia de superfície do 
esmalte favorecendo a adesão bacteriana favorecida pelo 
estabelecimento inicial de ligações de Van der Waal’s e pelo seu 
elevado grau de hidrofobicidade. 
2) Seguem se fenómenos de Co Agregação (adesão e células 
bacterianas em suspensão) e de Co Adesão (Fig.5) (fenómenos de 
co‐agregação quando uma das bactérias se encontra aderida a uma 
superfície sólida)Kolenbrander, et al;1999. 
3) Nesta fase de colonização inicial participam principalmente 
bactérias do género Streptococcus (47‐82%) dada a sua capacidade 
de adesão e agregação intra‐género. (S. sanguis, S. oralis e S. mitis) 
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4) Chegam novas espécies que se unem às anteriores ou substituem 
as pioneiras: Actinomyces, Veilonella, Prevotella, 
Haemophilus,Capnocytophaga. Estas bactérias têm capacidade de 
adesão entre si e aos Streptococcus. 
5) Ocorrem então finalmente o processo de Sucessão Bacteriana que 
se caracteriza por alterações da flora microbiana em número e 
espécies (Fig.5). Observa‐se agora um predomínio de bacilos 
Gram+ anaeróbios facultativos. Há alterações ambientais 
resultantes da acumulação de produtos do metabolismo 
bacteriano. As novas bactérias que chegam ao biofilme 
apresentam receptores de superfície de bacilos e cocos Gram + 
anaeróbios facultativos que permitem a adesão de bactérias 
Gram– levando a um aumento da patogenicidade do 
biofilme.)Socransky & Lindhe ,2005. 
6) O Fusobacterium nucletaum é considerada a pedra ancestral em 
termos de formação do biofilme oral não só por ter capacidade de 
co‐agregação a múltiplas espécies como também tem capacidade 
de se ligar à película adquirida através da estaterrina.  
7) Há então alterações em termos de condições ambientais 
caracterizadas pela diminuição da concentração em oxigénio nas 
camadas mais interiores. A chegada de bactérias Gram – 
anaeróbias estritas condiciona um aumento da patogenicidade do 
biofilme, atingindo‐se então finalmente a formação da 
Comunidade Clímax (alta e dinâmica) Socransky & Lindhe ,2005. 
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1.2.2 Biofilmes orais 
A placa bacteriana, sendo um biofilme que se forma na cavidade oral,   é de 
facto  um  agente  muito  importante  para  o  aparecimento  de  cárie,  dado  que  na 
ausência de bactérias cariogénicas não há formação de cárie. 
A flora da cavidade oral é extremamente variada.  
A produção de polímeros  insolúveis e extra‐celulares desempenha um papel 
muito importante em termos de cariogenicidade de  algumas estirpes bacterianas. 
Os S. mutans produzem glucanos solúveis e insolúveis com estrutura variável. 
A adesão desta bactéria à superfície do dente ocorre em duas fases: durante 
a primeira fase ocorre uma interacção inicial e reversível, entre o microrganismo e as 
superfícies  retentivas  do  dente,  cobertas  de  saliva  (o  S.  mutans  não  dispõe  de 
adesinas  para  se  ligar  a  superfícies  lisas.)  Numa  segunda  fase  e  irreversível  que 
depende  fundamentalmente  do  glucano  insolúvel,  (que  é  sintetizado  a  partir  da 
sacarose,  graças  à  acção  enzimática  de  glicosil  transferases)  a  bactéria  liga‐se  às  
superfícies lisas. 
A    glucose  é  o  único  substrato  utilizado  pela  glucosil  transferase  para 
sintetizar glucanos insolúveis[Colby &Russel, 1997]. 
Os ácidos produzidos pela placa bacteriana são de diferente natureza: 
 Bactérias não cariogénicas: ácidos fracos 
 Bactérias cariogénicas (ex: S. mutans): ácidos fortes como por 
exemplo o ácido láctico. 
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Um valor máximo de produção de ácidos ocorre cinco minutos após a ingestão de 
sacarose.  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5‐ Curva de Stephan , retirado de 3 
 
Todas  as bactérias  cariogénicas  são  capazes   de produzir  ácido  a partir de 
hidratos  de  carbono  condicionando  uma  diminuição  do  pH.  Se  os  valores  de  pH 
descerem  a  abaixo de 5.5  (o que  geralmente ocorre decorridos 5 minutos  após  a 
ingestão de alimentos  ricos em  sacarose)  inicia‐se o processo de desmineralização 
da hidroxiapatite e abaixo de 4.5 da fluoropatite. 
O metabolismo bacteriano leva à formação de polímeros: 
 Intracelulares que actuam como fontes de reserva (glicogénio) 
 Extracelulares que actuam como substâncias de adesão (glucanos) 
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1.3 A Importância da Saliva 
A saliva é uma solução aquosa secretada pelas glândulas salivares constituída 
por elementos orgânicos e inorgânicos. A composição da saliva está relacionada com 
o sexo, grau e natureza de estimulação, fluxo de secreção, etc. 
Em termos de propriedades a saliva apresenta uma cor clara, sendo o débito 
salivar médio aproximadamente 750ml/24h. A sua densidade é muito inferior à do 
plasma sanguíneo (60 a 120 mmOsm/kg), sendo portanto uma solução hipotónica 
em relação ao sangue, o que permite a percepção do sabor salgado. 
O valor de pH salivar é influenciado pelo ritmo circadiano e também pela 
estimulação. A saliva estimulada apresenta um valor de p H mais elevado, já durante 
o sono o valor de pH desce. 
Composição Geral da saliva: 
99,5% Água 
0,32%  Resíduos  orgânicos‐  Proteínas  (ex:  IgA)  ,Glúcidos(  glucose,  colestrol, 
ureia, ácido úrico, lactose entre outros), lípidos, etc. 
0,18%  Resíduos  inorgânicos  –  Fosfato  de  cálcio,  Cloro,  Sódio,  Potássio, 
Bicarbonato, Fosfato, Sulfato, Tiocianato, Iodo, Flúor, Magnésio, Cálcio, etc. 
O estudo da saliva é muito difícil porque ao contrário do plasma existe uma 
variabilidade muito grande: a saliva varia de pessoa para pessoa e na mesma pessoa 
ao longo do dia. 
Funções da saliva:  
A  libertação  de  saliva  permite  uma  auto‐limpeza  da  superfície  oral  e 
influencia o estado dos dentes dado que: 
 Transporta minerais que podem contribuir para a remineralização do 
esmalte; 
 Neutraliza as variações de pH que se produzem na placa bacteriana, 
como  consequência  da  ingestão  de  determinados  alimentos  e  da 
actividade das bactérias; 
 Contém  múltiplos  elementos  anti  bacterianos  (Ig,  lactoferrina, 
peroxidase, etc.) 
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Assim rapidamente se conclui que um fluxo inadequado de saliva: 
 
 Altera o mecanismo de auto limpeza oral; 
 Diminui a capacidade de tamponamento da saliva; 
 Diminui a acção anti‐bacteriana da saliva. 
 
Estas situações favorecem o aparecimento da cárie dentária, nomeadamente 
em pacientes que sofrem de xerostomia. 
 
1.3.1 Salivas artificiais 
As salivas artificiais são muitas vezes utilizadas em pacientes xerostómicos, 
isto é em pacientes cuja secreção salivar se encontra significativamente diminuída.  
Admite‐se que as diferentes composições das salivas artificiais são 
semelhantes à da saliva humana. A utilização de soluções de composições distintas 
em estudos de corrosão in vitro, pode fazer com que electrólitos diferentes exibam 
diferenças no processo corrosivo e na estabilidade electroquímica.  
Múltiplas salivas artificias têm sido utilizadas em estudos em Medicina 
Dentária. Estas salivas têm composições, que mimetizam a composição da saliva 
natural [Gal et al, 2000]. 
As salivas artificiais apresentam uma composição definida e são utilizadas 
para testar as propriedade de determinados materiais, por a saliva natural ser 
demasiado variável de indivíduo para indivíduo e dentro do mesmo indivíduo ao 
longo do dia. Múltiplas composições de salivas artificiais podem ser encontradas na 
literatura, mas a estabilidade dos tecidos dentários, como a hidroxiapatite, em 
muitos destes estudos não é referida. Assim, poucas são as salivas artificiais que de 
facto apresentam os componentes iónicos major em concentrações fisiologicamente 
viáveis.[Darvell & Leung,1997]. 
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1.4 Streptococcus mutans 
 
Dentro dos Streptococcus orais o principal responsável pela cárie dentária é o 
S. Mutans 1. Esta bactéria ocupa um papel central no processo de formação da 
cárie dentária graças ao seu potencial acidogénico e à sua capacidade de formação 
de glucanos extracelulares solúveis e insolúveis em água na presença de glucose. 
Glucanos são polissacáridos formados por monómeros de glucose com ligações 
glicosídicas do tipo  (1,6) e  (1,3) que têm um papel fundamental na adesão de S. 
Mutans ao dente Wiater,et al.,1999. 
 
 
Fig.6 ‐ Streptococcus orais. 
S.mutans
S.sanguis
S.sobrinus S. mitis
S. salivaris
S. intermedius S. constellatus
S.anginousus
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1.4.1  Aspectos particulares do metabolismo de S. Mutans 
 
Como sabemos grande parte das bactérias morre por acumulação de 
intermediários tóxicos da via glicolítica. Assim os S. mutans desenvolveram um 
sistema de protecção da ameaça de uma morte “acelerada pelo substrato”. Para tal 
sintetizam polissacarídeos solúveis e insolúveis e convertem‐nos , na via glicolítica, 
de fosfoenolpiruvato a piruvato por acção da enzima piruvato cinase, o que faz com 
que a fosfotransferase (PTS) deixe de importar glucose para o interior da célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7 Via glicolítica, retirado de 4 
 
O metabolismo de S.mutans caracteriza‐se por uma regulação positiva por 
parte da desidrogenase lactática na presença de altas concentrações de glucose, 
como também pela capacidade de exportação do ácido láctico formado. 
A inibição das Fosfotransferases (PTS) não traz consequências graves para a 
célula, pois esta apresenta o sistema de permeases que lhe permite continuar a 
transportar glucose para dentro da célula [Colby & Russel,1997]. 
  O substrato preferencial das bactérias é a sacarose, que depois de ser 
transportada para o interior da bactéria vai ser degradada em frutose e glucose. 
Estes monossacarídeos têm vários destinos possíveis: 
 Podem ser integrados na via glicolítica para obtenção de energia; 
 Podem ser utilizados para síntese de polímeros intracelulares de reserva 
como o glicogénio; 
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 Podem ser utilizados para sintetizar polímeros extracelulares insolúveis, os 
glucanos. Os glucanos preenchem o espaço extracelular da placa bacteriana, 
fazendo parte da matriz extracelular e tendo funções de reserva energética e 
principalmente de adesão destas bactérias às superfícies lisas dos dentes: 
 
Dextranos – polímeros polimerizados a partir de glucose por acção de glicosil 
transferases. A sua estrutura ramificada confere‐lhes alta viscosidade o que vai 
fornecer coesão à placa nomeadamente à matriz. As ligações dos dextranos são mais 
fortes do que as presentes nos levanos, assim quando as bactérias precisam de 
substrato quebram preferencialmente as dos levanos sendo estes portanto mais 
utilizados para o seu metabolismo. Por sua vez os dextranos, por serem menos 
solúveis e mais viscosos têm um papel essencialmente estrutural. 
 
Levanos‐ polímeros de frutose, polimerizados por acção de glicosil 
transferases e apresentam uma estrutura linear[Colby & Russel,1997]. 
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1.4.2 Sistema de transporte de açucares para o interior de 
bactérias. 
Consideram‐se múltiplos mecanismos de transporte se açucares para o interior de 
bactérias: 
 
1.Sistema das fosfotransferases (PTS) 
 É o principal sistema de transporte activo de glucose; 
 Está presente em todas as bactérias; 
 Tem regulação genética; 
 Tem alta afinidade para a glucose; 
 É inibido a pH ácido e quando as concentrações de glucose são 
demasiado elevadas; 
 Trata‐se de um complexo multi enzimático de translocação que 
funciona utilizando o fosfoenolpiruvato como fonte de energia [Colby 
& Russel,1997]. 
 
2.Sistema das Permeases 
 É um sistema exclusivo do S. mutans; 
 Tem baixa afinidade para a glucose, visto que os seus transportadores 
têm baixa afinidade para a mesma; 
 O transporte é do tipo simporte com o ião H+; 
 A sua actividade á aumentada na presença de baixos valores de pH. 
 
 
3. Sistema das Glucosiltransferases (GTF) para a utilização da sacarose 
Para produzir os glucanos referidos anteriormente o S . mutans utiliza uma 
enzima que degrada a sacarose nos seus monossacarídeos constituintes : frutose e 
glucose, a glucosiltransferase (GTF). Após degradar a sacarose, a GTF usa a glucose 
libertada para formar glucanos aos quais o S.mutans vai aderir. 
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As GTFs apresentam dois domínios funcionais: N‐terminal catalítico que 
efectua a clivagem e transferência de radicais e um C‐terminal GBD (glucose binding 
domain) que tem elevada afinidade para a glucose. 
As GTF‐S são GTF extracelulares e que se encontram envolvidas na síntese de 
dextranos. Já as GTF‐SI e GTF‐I são enzimas de superfície bacteriana , que 
apresentam afinidade para o dextrano e que se encontram envolvidas na síntese de 
metano. 
O S. mutans produz 3 tipos diferentes de Glucosiltransferases: GTFB, GTFC, 
GTFD sendo a sua acção conjunta considerada essencial pata a adesão celular do 
S.mutans. Cada GTF tem propriedades distintas e com especificações distintas para a 
reacção de polimerização inicial, na proporção de ligações ‐(1,‐6) e ‐(1‐3) usadas , 
no grau de ramificação e no tamanho do glucano formado. A GTFB e a GTFC 
sintetizam principalmente glucanos insolúveis  e com predominância de ligações ‐
(1‐3)  glicosídicas. Já a GTFD sintetiza glucanos solúveis e com predomínio de 
ligações ‐(1,‐6) glicosídicas. As GTF apresentam uma massa molecular elevada 
(145KDa para a GTFC e 165KDa para GTFB) [Ooshima et al.,2001] 
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1.5 Cárie Dentária 
A cárie dentária  é uma doença infecciosa e multifactorial caracterizada pela 
perda de material mineral e orgânico dos tecidos dentários, resultante de produtos 
do metabolismo da placa bacteriana. Para que esta ocorra têm que estar presentes 
determinados factores: 
 
 
 
Fig.8 – Factores Necessários para a ocorrência de Cárie dentária. 
 
A  cárie  pode  afectar  o  esmalte,  a  dentina  e/ou  o  cemento.  Os  primeiros 
sintomas  prendem‐se  com  a  perda  de  mineral  a  nível  ultra  estrutural  e  podem 
conduzir à total destruição da estrutura dentária. 
A  desmineralização  da  estrutura  inorgânica  do  dente  é  seguida  pela 
desintegração dos componentes orgânicos originando‐se uma cavidade. 
A cavidade constitui apenas uma forma de manifestação da doença. 
Após a erupção dentária , a sua integridade vai ser determinada por diversas 
inter relações que se estabelecem entre a superfície do dente e o meio que o rodeia, 
sobretudo a placa bacteriana, os substratos nutritivos e a saliva. 
A cárie não ocorre uniformemente na superfície dos dentes: 
Susceptibilidad
e do 
Hospedeiro
Placa 
bacteriana
Substrato 
(sacarose 
ou outros)
Tempo
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Fig.9 ‐  Características da Cárie dentária. 
 
 
 
 
 
Em termos de lesão de cárie no esmalte consideram‐se 4 regiões histológicas: 
 
Tabela 1‐ Regiões histológicas numa lesão de cárie de esmalte 
 
Lesão inicial de cárie  Perda mineral 
Camada superficial  5‐10% 
Corpo da lesão  24% 
Zona escura  6% 
Zona translúcida  1.2% 
 
Ocorre 
preferencialme
nte em zonas 
retentivas
Tem tendência 
a ser simétrica
Ocorre com maior 
prevalência ao 
nível dos molares
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2..   Materiiaii s  e  Métodos  
 
2.1 Microrganismos e meios de cultura 
Nos estudos efectuados utilizaram‐se células de Streptococcus mutans CECT 
479, crescidas a 37ºC e em anaerobiose num meio de cultura que consiste numa 
saliva artificial Pratten et al., 1998 suplementada com glucose  cuja composição 
está apresentada na tabela abaixo: 
 
                           Tabela 2 ‐  Composição da saliva artificial 
 
   
Composição (g/L) 
Extracto de carne  1 
Extracto de levedura  2 
Protease peptona  5 
Mucina  2.5 
NaCl  0.2 
KCl  0.2 
CaCl2 2(H20)  0.3 
Ureia  1.25 ml filtrada 
Glucose  2 
 
 
Após a obtenção do meio, este foi esterilizado por autoclavagem em frascos 
Schott, a 120ºC durante 20 minutos (autoclave Uniclave 88). As condições de 
anaerobiose necessárias para o crescimento dos microrganismos foram asseguradas  
por desarejamento durante 1 hora com N2 esterilizado por filtração(filtros Acro 50 
da Pall Gelman Corporation 0.2 m). Para evitar contaminações com O2, os frascos 
foram selados com rolhas de borracha (Belco Glass inc.) e encapsulados com 
cápsulas metálicas antes de serem autoclavados. 
 28
Uma vez preparados e autoclavados, os meios de cultura foram então 
inoculados com uma suspensão celular de S. mutans para uma concentração final de 
10% (v/v). A manipulação dos meios de cultura foi realizada em ambiente estéril 
numa câmara de fluxo laminar Nuaire (Laminar Flow Products) e à chama. 
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2.2 Curva de crescimento de S. mutans em saliva artificial 
2.2.1 Crescimento celular 
A Divisão celular é o processo que ocorre nos seres vivos, através do qual a 
célula‐mãe, se divide em duas (mitose) ou quatro (meiose) células‐filhas, com toda a 
informação genética relativa à espécie. Este processo faz parte do Ciclo celular.Nos 
organismos unicelulares como os protozoários e as bactérias este é o processo de 
reprodução assexuada ou vegetativa 2 . O tempo necessário para observar um ciclo 
de crescimento completo nas bactérias depende de vários factores nutricionais e 
genéticos, e é muito variável. Pode definir‐se o crescimento como um aumento no 
número de células microbianas numa população; logo, a variação de crescimento será a 
variação no número de células ou de massa por unidade de tempo. Uma curva de 
crescimento bacteriano típica, em cultura líquida é apresentada na figura abaixo. 
 
 
 
 
Fig. 10‐ Curva de Crescimento. Adaptado de [Brock et al., 1984] 
 
 30
Esta curva de crescimento é caracterizada pela existência de quatro fases 
distintas: A primeira fase ou  fase de adaptação(lag), a segunda fase ou fase 
exponencial (log), a terceira fase ou fase estacionária e a última fase ou fase de 
declínio. Quando as células são transferidas de um meio para outro verifica‐se um 
período de adaptação a que corresponde a “lag phase”. Decorrida esta etapa de 
adaptação, as células começam a dividir‐se a uma taxa constante até atingirem um 
máximo de crescimento e o número de células aumenta exponencialmente (log phase). 
Num sistema fechado este crescimento exponencial não pode ocorrer indefinidamente, 
pois a produção de metabolitos e o consumo de nutrientes essenciais chega um nível tal 
que o crescimento exponencial pára. A população atinge assim uma fase estacionária 
em que não há aumento nem diminuição global do número de células. A cultura irá 
acumular metabolitos e produtos tóxicos suficientes para alterar a composição química  
do meio. Finalmente poderá ser observada uma fase de declínio. Nesta fase, as células 
morrem por escassez de nutrientes e devido ao elevado nível de produtos tóxicos. 
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2.2.2 Expressão Matemática do Crescimento  
 
Durante a fase exponencial cada microrganismo divide‐se em intervalos de 
tempo constantes. A população duplica o seu número ao fim de um período de 
tempo específico  ao qual chamamos tempo de geração ou tempo de duplicação. 
Uma vez que a população duplica a cada geração, o aumento da população é sempre 
2n em que n é o número de gerações, observando‐se um crescimento exponencial 
ou logarítmico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11‐ Crescimento bacteriano, adaptada dePrescott et al., 2002  
 
 
 
O crescimento celular observado traduz‐se por um crescimento exponencial 
é uma progressão de razão 2. 
Assim, o número de células no tempo t, Nt , é igual ao número de células no 
tempo zero aumentado 2n vezes. 
 
Nt  N0  2n     (Equação 1) 
em que n é o número de gerações. 
Sendo 
 
x , a quantidade de biomassa, que pode ser representada tanto pela 
densidade óptica como pela quantidade de DNA, etc., a velocidade de crescimento é 
obtida por: 
 
v  dx
dt
     (Equação 2) 
 
em que 
 
x  vai depender da quantidade inicial de células do meio, logo: 
 
dx
dt
 1
x
 g       (Equação 3) 
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em que g corresponde à taxa específica de crescimento, sendo máxima e 
constante na fase exponencial. 
   
  Integrando a expressão em função do tempo obtém‐se: 
 
logx1  logx0 g.t     (Equação 4) 
 
  A partir desta expressão, o tempo de duplicação corresponde a: 
 
Td  log2g       (Equação 5) 
 
O valor do tempo de duplicação pode determinar‐se directamente através 
de uma representação gráfica da curva de crescimento Brock et al., 1984. 
 
2.2.3 Procedimento experimental 
O perfil de crescimento de S. mutans numa saliva artificial e ao longo do 
tempo de incubação foi obtido através de leituras de absorvância a 600 nm. 
Após inoculação dos meios de cultura (63 ml) com 7 ml de inóculo, as 
culturas foram incubadas a 37ºC numa estufa. Definiram‐se tempos de incubação 
específicos e retiraram‐se amostras de cultura as quais foram utilizados para 
medição da absorvância (Espectrofotómetro Camspec M501) e pH (Crison micropH 
2001). 
 
 
 
 
 
 
Fig.12 ‐Espectrofotómetro Camspec M501, retirado de  5 
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2.3 Estudo da actividade da Glucosiltransferase (GTF) 
O S. mutans utiliza a GTF para degradar a sacarose nos seus monossacáridos 
constituintes, usando posteriormente a glucose para formar os glucanos que promovem 
a adesão de S. mutans. Tendo em conta a importância desta enzima na formação de 
biofilme oral, torna‐se necessário fazer um estudo da sua actividade. A GTF pode existir 
na forma extracelular, intracelular ou associada à superfície da parede celular [Wiater et 
al, 1999]. A GTF em estudo é extracelular, portanto estará presente no sobrenadante. 
Os protocolos utilizados para extracção de GTF e para o estudo da actividade da mesma 
foram retirados de [Tsai et al., 2007].  
 
2.3.1 Preparação de extractos de GTF extracelular  
 
Prepararam‐se e autoclavaram‐se 450 ml de saliva artificial, que foi então 
inoculada com 50 ml de suspensão celular de S. mutans. Em seguida, incubou‐se a 37ºC 
durante 18h. Removeram‐se as células por centrifugação a 10000xg (Centrífuga 
Beckman J2‐21) e a 4ºC durante 30 minutos. Ajustou‐se o pH do sobrenadante para 6.8 
com NaOH 2M. Em seguida, precipitou‐se o sobrenadante com sulfato de amónio (50% 
(p/v) de saturação) durante 1h a 4ºC com agitação e deixou‐se em repouso 1h a 4ºC. 
Posteriormente centrifugou‐se a 10000xg e a 4ºC durante 20 minutos, após o que se 
dissolveu o precipitado num pequeno volume de tampão fosfato (PB) 0,1M (pH 6,0). 
Deixou‐se a dialisar durante 24h (Mangas de diálise da Sigma, tamanho do poro 12000 
Da) contra 0,001M PB (pH 6,0) contendo 0,01% de azida de sódio e 1mM fluoreto de 
fenil‐metil‐sulfunilo (PMSF) a 4ºC. Armazenou‐se o extracto de GTF a ‐20ºC.  
 
2.3.2 Doseamento de Proteínas pelo Método de Bradford ‐
Microensaio 
Preparação de soluções 
Reagente de Bradford  
Pesar 0,0050 g de Azul de Comassie G‐250, adicionar 2,375 ml de etanol absoluto, 
5,0 ml de ácido fosfórico 85% e ddH2O até perfazer os 50 ml. 
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Procedimento 
1. Preparou‐se um  solução de proteína padrão(BSA) de  concentração 1mg/ml 
em dd H20. 
 
2. Preparou‐se  uma  série  de  soluções  padrão  de  BSA  de  modo  a  que  a 
concentração efectiva de BSA seja na gama de 0 a 100 g/ml. 
 
Solução 
padrão 
Volume de BSA / ml  Volume dd H2O / ml  [BSA] / mg.ml‐1 
P0  0  1000  0 
P1  10  990  10 
P2  20  980  20 
P3  40  960  40 
P4  60  940  60 
P5  80  920  80 
P6  100  900  100 
 
3. Pipetou‐se,  para  tubos  de  ensaio,  100  ml  das  soluções  padrão,  brancos  e 
amostras, em triplicado. 
4. Adicionou‐se 1 ml de reagente de Bradford, agitou‐se no vortex e incubou‐se 
20 minutos, à temperatura ambiente. 
5. Determinou‐se a absorvância a 595 nm. 
 
2.3.3 Verificação da formação de glucanos  
Adicionou‐se 1 mL do extracto de GTF a 3 ml de uma solução de sacarose 0.1M 
em 0.1M PB (pH 6.0) e 0.01% de azida de sódio. Os controlos foram preparados da 
mesma forma mas sem adição de extracto de enzima. Incubou‐se durante 18h a 37ºC na 
estufa. Leu‐se a absorvância a 595nm.  
 
2.3.4 Quantificação da actividade de GTF  
Adicionou‐se 0,25 mL de extracto de GTF a 0,75 mL de sacarose 0,1M em 
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0,1M PB (pH6,0) e incubou‐se durante 30 minutos a 37ºC.  
 
2.3.4.1 Quantificação de açúcares redutores – Método do Azul 
de Tetrazólio  
 
Introdução  
A maior vantagem dos sais de Tetrazólio prende‐se com o facto de serem 
incolores na sua forma oxidada e de apresentarem um tom de cereja intenso na sua 
forma reduzida.  
Na forma oxidada, este composto é solúvel em água. Após a sua redução em 
meio alcalino, torna‐se insolúvel em água ,mas solúvel em benzeno e o iso‐butanol 
[Fairbridge et al, 1951]. Mattson e Jensen (1950) descreveram o seu uso num 
método para a estimativa de açúcares redutores. No entanto, este método difere 
grandemente do actualmente proposto. O método de Mattson e Jensen usa uma 
temperatura de 25ºC que apenas permite a obtenção de uma pequena faixa de cor, 
o que diminui a sensibilidade. Além disso, nesta região de temperatura pequenos 
desvios podem levar a erros da ordem dos 10%; o que não acontece a 100ºC além de 
que o tempo de reacção é muito menor. Na realidade, a redução máxima de 
tetrazólio ocorre em meios fortemente alcalinos e a 100ºC.  
 
Preparação de Soluções  
Adicionaram‐se 3 volumes de NaOH 0,3 M a 1 volume de uma suspensão 
aquosa de Azul de Tetrazólio (Sigma – Aldrich) 1% (p/v) e agitou‐se até à dissolução 
completa. Diluiu‐se com 5 volumes de água destilada e guardou‐se a 5ºC no escuro. 
 
Procedimento Experimental  
Adicionou‐se 900 mL do reagente preparado a 100 mL de extracto de GTF, 
controlo e padrões e agitou‐se. Aqueceu‐se a 100ºC durante 30 segundos após o que 
se arrefeceu rapidamente à temperatura ambiente. Adicionou‐se 1 ml de tolueno e 
agitou‐se bem até não se extrair mais nenhuma cor da fase aquosa. Leu‐se a 
 36
absorvância a 570 nm.  
 
2.4 Electroforese 
Electroforese de gel de acrilamida (PAGE) nativo  
 
2.4.1 Princípios da Electroforese  
A electroforese é o processo pelo qual se obsverva a migração de iões por 
acção de um gradiente eléctrico e pode ser aplicada na separação de espécies 
iónicas ou ionizáveis em solução. Uma vez que as proteínas têm um grupo carboxilo 
e um grupo amina são consideradas compostos anfotéricos e podem estar 
carregadas positiva ou negativamente, 
dependendo do pH do meio 6. Numa 
solução com pH acima do ponto 
isoeléctrico, a proteína tem carga 
negativa e migra em direcção ao 
eléctrodo positivo. Numa solução com pH 
abaixo do ponto isoeléctrico, verifica‐se o 
inverso. A velocidade de migração 
proteica depende da carga, forma e 
tamanho da proteína. A electroforese de 
macromoléculas faz‐se por aplicação de 
uma fina camada de amostra numa solução estabilizada por uma matriz, cuja função 
é evitar a difusão das bandas o que pode ocorrer com o calor gerado pela passagem 
de corrente eléctrica. O meio estabilizador utilizado foi o gel de poliacrilamida, que é 
muito estável podendo ser preparado com diferentes tamanhos de poro.  
O gel de poliacrilamida é obtido por polimerização do monómero de 
acrilamida. O tamanho do poro nos géis de poliacrilamida é muito influenciado pela 
concentração total de acrilamida na mistura de polimerização, decrescendo o 
tamanho do poro com o aumento da concentração de acrilamida. Por esta razão, a 
escolha da concentração de acrilamida é crítica para uma separação óptima de 
compostos proteicos. A composição de qualquer gel de poliacrilamida é geralmente 
Fig.12‐ Tina de Electroforese Bio 
Rad, retirado de  7. 
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descrita por dois parâmetros, %T e %C.  
 
%T  g(acrilamida bisacrilamida)
100
100      (Equação 6) 
 
%C  g(acrilamida)
g(acrilamida bisacrilamida) 100      (Equação 7) 
 
A electroforese de proteínas nativas, ou seja, sob condições não 
desnaturantes é feita de modo a que a mistura proteíca seja separada de tal forma 
que se mantenham inalteradas as interacções das subunidades, a conformação da 
proteína nativa e a actividade biológica. Esta separação ocorre com base no 
tamanho e na carga das proteínas. As principais preocupações a ter na preparação 
de um gel de poliacrilamida preendem‐se com a escolha da concentração de 
acrilamida e do valor de pH a que se vai realizar a electroforese.  
Para separações proteicas por electroforese o pH da solução deve  manter‐se 
constante de modo a manter a carga. Como a electrólise da água gera iões H+ e OH‐ 
no ânodo e cátodo respectivamente, as soluções usadas devem ser tamponadas. 
Uma descrição mais detalhada desta técnica pode ser encontrada na bibliografia 
[Hames & Rickwood, 1994].  
 
 
2.4.2 Procedimento experimental  
Realizou‐se uma electroforese em PAGE nativo (%T=10%) usando o sistema 
BioRad, para detectar a presença de GTF, a 4 ºC.  
 
Preparação de Soluções  
Solução A – Solução de monómero (30.8%T, 2,7%Cbis) Pesou‐se 60 g de 
Acrilamida; 1,6g de Bisacrilamida e perfez‐se até um volume final de 200 mL com água 
destilada.  
 
Solução B – 1.5M Tris‐Cl, pH 8,8 Pesou‐se 36,3 g de Tris e adicionou‐se 48 mL de 
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HCl 1M. Perfez‐se com água destilada até um volume final de 200mL e ajustou‐se o pH 
para 8,8 com HCl 1M.  
 
Solução C – 0.5M Tris‐Cl, pH 6,8 Pesou‐se 6 g de Tris e dissolveu‐se em 40 mL de 
água destilada. Ajustou‐se o pH para 6,8 com HCl 1M (48 mL) e perfez‐se até um volume 
final de 100mL com água destilada. Persulfato de Amónio 10% (p/v) Pesou‐se 0,1g de 
persulfato de amónio e perfez‐se com água destilada até ao volume de 1 mL.  
 
Tampão Tris‐Glicina ‐ Pesou‐se 14,4 g de Glicina, 3 g de Tris e perfez‐se com água 
destilada até um volume final de 1000 mL.  
 
Tampão de Amostra ‐ Mediu‐se 2,5 mL de solução C, 2,0 mL de glicerol e pesou‐se 
2,0 mg de Azul de Bromofenol. Perfez‐se com água destilada até um volume final de 
10mL. 
 
Procedeu‐se à preparação do gel de corrida de acordo com as quantidades 
indicadas na tabela abaixo. 
 
Tabela 3 ‐ Preparação do gel de corrida com %T=10% 
 
Componente
 
Volume
Acrilamida/Bis (30 % 
T; 2,7 % C) 
5 mL 
Tris‐HCl (pH 8,8) 1,5 M
 
3,8 mL 
Água destilada
 
6,15 mL 
PSA 10%
 
75 L 
TEMED
 
10 L 
 
 
Preparou‐se o gel concentrador de acordo com as quantidades indicadas na 
tabela abaixo. 
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Tabela 4 ‐ Preparação do gel concentrador 
 
Componente
 
Volume
Acrilamida/Bis (30 % 
T; 2,7 % C) 
0,44 mL 
Tris‐HCl (pH 6,8) 0,5 M
 
0,83 mL 
Água destilada
 
2,063 mL 
PSA 10%
 
16,7 L 
TEMED
 
5L 
 
Os padrões utilizados na electroforese são descritos abaixo na Tabela 5 (Sigma MW‐ND‐
500) 
 
Tabela 5 – Padrões utilizados e respectivas massas moleculares 
 
Proteína 
 
Massa molecular 
(MM) (Da) 
Urease  272.000 
Albumina, soro bovino
 
132.000 
Albumina, ovo de 
galinha 
 
45.000 
Anidrase carbónica
 
29.000 
Lactalbumina
 
14.200 
 
Estes marcadores foram preparados de acordo com o protocolo do fabricante. A 
preparação das amostras para electroforese consistiu na adição de um determinado 
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volume de amostra (correspondente a aproximadamente 100 g de proteína) a uma 
determinada quantidade de tampão de amostra. O volume total aplicado no gel foi de 
60 L (duas amostras iguais de 30 L cada). O tampão de amostra serviu de indicador 
permitindo avaliar a evolução da electroforese. O glicerol adicionado causou um 
aumento da densidade da solução permitindo que não houvesse mistura com o tampão 
do eléctrodo durante a primeira parte da electroforese.  
Depois de se montar o gel na tina de electroforese contendo o tampão de 
eléctrodo, correu‐se a electroforese a voltagem constante (V = 200V) durante cerca 
de 30 minutos, até que a banda do indicador chegasse ao fim do gel separador.  
 
Coloração do gel para detecção de proteína  
 
Depois de corrida a electroforese, dividiu‐se o gel em duas partes. A primeira 
parte do gel, contendo os padrões e a primeira lane contendo amostra, foi corada 
usando uma solução de Azul de Coomassie R‐250 (80 mL de Azul de Coomassie R‐
250, 20 mL de Metanol) durante 24 h. O Azul de Coomassie corou a proteína 
presente na amostra e padrões. Retirou‐se o gel para outra tina contendo água 
destilada. Escorreu‐se a mesma e adicionou‐se nova porção. Repetiu‐se isto até a 
maioria do corante ter desaparecido. Com a segunda parte do gel, fez‐se um gel de 
actividade.  
 
Gel de actividade para detecção da actividade da GTF  
Mergulhou‐se o gel numa solução 0,1M de sacarose em tampão PB, pH 6.  
Posteriormente colocou‐se numa estufa a 37ºC durante 18h. Retirou‐se o gel e 
lavou‐se durante 1 minuto com água corrente. Deixou‐se em ácido periódico 
durante 10 minutos e lavou‐se outra vez. Colocou‐se em reagente de Shiff durante 
25 minutos. O reagente de Shiff irá corar os glucanos formados pela GTF.  
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3. Resultados e Discussão 
3.1 Crescimento de S. mutans em saliva artificial 
 
3.1.1 Curva de Crescimento 
 
Observando a curva representada na  Figura 11 podemos identificar a fase 
exponencial  de crescimento (até às 21h) e a fase estacionária (a partir das 21h). A 
curva de crescimento não foi realizada durante tempo suficiente para atingir a fase 
de declínio e a fase de adaptação não é visível, possivelmente porque neste caso a 
adaptação do S. mutans ao meio foi muito rápida dando‐se em minutos.  
 
 
 
Fig.13 ‐ Perfil de crescimento de uma cultura de S. mutans em saliva artificial. 
 
Ao compararmos os nossos resultados com outros resultados obtidos 
previamente pelo nosso grupo de investigação, verificou‐se que quando S. mutans é 
crescido em BHI, o crescimento é mais rápido identificando‐se a fase exponencial até 
as 4 horas e a fase estacionária a partir das 4 horas. Makaya, 2007. 
 
3.1.2 Cálculo de Parâmetros Cinéticos  
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Para calcular a taxa específica de crescimento (g) e o tempo de duplicação 
(Td), já referidos e definidos , torna‐se necessário localizar a fase exponencial da 
curva; o que corresponde ao segmento inicial do perfil de crescimento (0‐21h). 
Calculou‐se, assim, o logaritmo das densidades ópticas das primeiras 21 horas de 
crescimento de S. mutans em saliva artificial. O gráfico a partir do qual se calcularam 
os parâmetros cinéticos é apresentado na figura abaixo.  
 
 
 
Figura 14– Gráfico do log(OD) em função do tempo (h) para o crescimento de S. 
mutans em saliva artificial. 
 
 
Os resultados obtidos para os parâmetros cinéticos descritos anteriormente são 
apresentados na tabela abaixo 
 
Tabela 6 – Valores de g e  Td   
g (h‐1)  Td (h)
0,0232 13,0
 
 
 
y = 0,0232x - 0,7962
R² = 0,989
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3.2 Estudo da actividade de GTF 
 
3.2.1 Determinação de proteína pelo Método de Bradford 
 
Após a preparação do extracto de GTF, determinou‐se a quantidade de 
proteína presente, com base na curva de calibração obtida. Os resultados são 
apresentados na Figura 15 e Tabela 7. 
 
 
 
Fig.15‐ Curva de calibração realizada para a determinação de proteínas pelo método 
de Bradford 
 
 
Tabela 7  ‐ Valores de absorvância e concentração de proteína obtidos para o 
extracto de GTF. 
Absorvância 570nm 
(diluição 3:2) 
Concentração (g 
/ml) 
Média± SD (g 
/ml) 
1,868  33,3   
30,1±3,7 1,857  31,1 
1,832  26,1 
 
y = 0,005x + 1,1912
R² = 0,9817
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3.3 Verificação da Actividade de GTF 
 
3.3.1 Verificação da formação de glucanos 
 
Tabela 8 ‐ Valores de absorvância e concentração de proteína obtidos para o 
extracto de GTF. 
 
  Absorvância 560 nm 
  0h  18h 
Controlo  0,065  0,067 
Extracto GTF  0,116  0,116 
 
Comparando os dois grupos de valores obtidos, podemos observar que o 
valor de absorvância do controlo se mantém relativamente constante, tal como os 
valores que se referem ao extracto de GTF, concluindo‐se assim que não houve 
formação de glucanos. 
 
3.3.2 Quantificação de açúcares redutores – Método do Azul 
de Tetrazólio  
    
A curva de calibração obtida para a qauntificação de açucares redutores pelo 
método de Azul de Tetrazólio é apresentada na figura 16. 
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Fig.16‐ Curva de calibração realizada para a determinação de açucares redutores 
pelo Método do Azul de Tetrazólio 
Após realização do protocolo experimental para o extracto de GTF  não foi 
possível observar a formação de açucares redutores, o que pode ser indicativo da 
ausência ou inactividade da GTF. 
 
No entanto em observações realizadas previamente pelo nosso grupo de 
investigação verificou‐se que este enzima está presente e activo quando S. mutans é 
crescido em BHI Makaya, 2007. 
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3.4 Electroforese de gel de acrilamida (PAGE) nativo 
Após a electroforese, o gel obtido foi dividido em dois. A primeira metade do 
gel, representada na Figura 17, contendo os marcadores de massa molecular (lane a) 
e a lane b foi corada com azul de Coomassie R‐250 e foi possível observar os 
marcadores de massa molecular na lane mas não se formou uma banda proteica na 
lane b.  
 
 
Fig.17 ‐  Gel de proteína do extracto de GTF em PAGE nativo. Os valores 
indicam as massas moleculares dos padrões de proteínas utilizados. A seta indica o 
local onde deveria ter sido observada a banda de GTF, o que corresponde a 
aproximadamente  167 KDa. 
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4. Conclusões  
 
Ao  longo deste  trabalho observou‐se o crescimento de S. mutans em saliva 
artificial e procurou‐se avaliar a presença e actividade do enzima GTF, responsável 
pela degradação da sacarose e formação de glucanos.  
Procedeu‐se ao crescimento de S. mutans em saliva artificial por  leituras de 
densidade óptica  ao  longo de  60h  e  traçou‐se uma  curva de  crescimento  com  os 
valores obtidos. A análise da curva de crescimento demonstrou a existência de uma 
fase exponencial e de uma fase estacionária, a fase de adaptação não é visível uma 
vez que ocorre em pouco tempo e a fase de declínio não ocorre durante o intervalo 
de tempo estudado.  
Realizou‐se, em seguida, o estudo da actividade da GTF. Fomos investigar se 
existia  ou  não    formação  de  glucanos,  através  de  leitura  de  densidade  óptica. 
Analisando   os    resultados obtidos, podemos concluir que não houve  formação de 
glucanos, pois a solução contendo extracto de GTF apresenta valores constantes de 
absorvância.  
Posteriormente tentou proceder‐se à determinação da actividade de GTF por 
quantificação  dos  açúcares  redutores  formados  e  conclui‐se  que  esta  não  era 
detectável através do método utilizado. 
O passo  seguinte  foi a  realização de uma electroforese em PAGE nativo na 
qual não se detectou a  proteína presente com massa molecular aproximada de 167 
kDa (GTF), o mesmo acontecendo para o gel utilizado na detecção de actividade GTF. 
Os  resultados  revelaram  que  não  se  detectou  a  actividade  de  GTF  nos 
extractos  preparados.  Estes  resultados  podem  ser  explicados  com  base  num 
protocolo  inadequado  de  extracção  da  GTF,  ou  na  reduzida  quantidade  de  GTF 
presente nos estractos, ou mesmo no facto de a GTF estar inacessível ao substracto.  
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